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ヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞へ分化させる前段階である腸管幹細胞を維持培養する方法の検討を行った。 
また、第 2章では、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞の腸管ムチンの発現量を指標とした毒性評価への利用として、薬物
に起因する腸管粘膜障害作用及び粘膜保護作用の評価細胞としての有用性について検討した。腸管ムチンは主に杯細胞
から分泌される糖タンパク質であり、粘膜上皮を保護すると共に細菌などの外的侵入から生体を守る重要な役割を果た
している。腸管ムチンは Mucin 2（MUC2）が主な成分であり、MUC2 の発現量は薬物により増減することが報告されてい
る。例えば、抗炎症剤である非ステロイド性抗炎症薬（Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs, NSAIDs）は胃粘膜だ
けでなく腸管粘膜の障害も引き起こし、腸管粘膜の MUC2 発現量を減少させることが報告されている。一方、レバミピド
やイルソグラジンなどの粘膜保護薬（mucosal protective agents, MPAs）は胃粘膜だけでなく腸管粘膜の保護作用も有
しており、腸管粘膜の MUC2 発現量を増加させることが報告されている。これらの評価は主に動物を用いた in vivo 試験
であり、in vitro 試験で評価された報告は少ない。そこで、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞が薬物による粘膜障害や粘
膜保護作用の評価に有用であるか検討を行った。 
【本論】 
第 1章 ヒト iPS 細胞由来腸管幹細胞の維持培養方法の確立 
１．FBS 及び KSR の腸管幹細胞性及び腸管細胞性への影響 
細胞培養で広く用いられるウシ胎児血清（Fetal bovine serum; FBS）には細胞増殖因子、分化促進因子やホルモンな
ど未知の因子が含まれている可能性があり、幹細胞の維持培養には適さないと考えられる。そこで、FBS の代替として ES
細胞や iPS 細胞の培養に用いられる KnockOut Serum Replacement（KSR）を培地に添加し、その影響を検討した。その結
果、腸管幹細胞マーカーとして知られる leucine rich repeat containing G protein coupled receptor 5（LGR5）の
mRNA発現量はFBS濃度の増加に伴って減少した。KSRについても濃度の増加に伴うLGR5発現量の減少が見られたものの、
その程度は小さかった。腸管細胞性マーカーである CDX2 の mRNA 発現量に対する影響には明らかな差はなかった。この結
果から、KSR は FBS に比べて幹細胞性に与える影響は小さいと考えられ、KSR を代替として用いることで以降の検討を進
めた。 
２．CHIR99021 及び VPA の腸管幹細胞性及び腸管細胞性への影響 
腸管幹細胞の維持には WNT 及び Notch シグナルの両方が重要であることが報告されている。そこで、GSK-3βを阻害し
WNT シグナル伝達を活性化させる CHIR99021、Notch シグナル伝達を活性化させる valproic acid（VPA）の腸管幹細胞性
及び腸管細胞性に対する影響を培地に添加することで検討した。その結果、CHIR99021 は濃度依存的に LGR5 及び CDX2 の
mRNA 発現量を増加させ、VPA も LGR5 の発現量を増加させた。CHIR99021 及び VPA を併用した場合は、それぞれを単独で





における腸管幹細胞性（LGR5, Ki67）及び腸管細胞性（CDX2）マーカーの mRNA 発現量を評価した。その結果、LGR5 及び




ーカーの mRNA 発現量を評価した。その結果、P-glycoprotein（P-gp）及び Breast cancer resistance protein（BCRP）
はヒト小腸の発現量よりも高く、P0から P7ではほぼ同程度であった。Villin、sucrase-isomaltase 及び MUC2 では、P0






重要な代謝酵素である。そこで、CYP3A4 の代表的な基質であるミダゾラムを用いて CYP3A4 の主要代謝物である 1'-ヒド
ロキシミダゾラムの生成量を定量することで代謝活性能を評価した。その結果、1'-ヒドロキシミダゾラムの生成は P0 か
ら P3 までの腸管上皮細胞で認められ、その生成量に大きな違いはなかった。 
P-gp 及び BCRP の輸送活性能評価 
P-gp 及び BCRP は、様々な薬物の腸からの吸収及び組織分布を制限する重要な役割を果たす排出トランスポーターであ
る。そこで、P-gp の基質として Rhodamin123、BCRP の基質として Hoechst33342 を用いて P0 及び P3 の腸管上皮細胞にお
ける輸送活性能を評価した。その結果、apical 側から basal 側及び basal 側から apical 側への見かけの膜透過係数（Papp）
値から算出した efflux ratio（ER）は P-gp では P0 及び P3 において 14.6 及び 7.2、BCRPP では 11.6 及び 9.8 であり、
輸送活性能を有することが示された。また、P-gp の阻害剤としてベラパミル、BCRP の阻害剤として Ko143 を用いたとこ
ろ、それぞれの P0 及び P3 での ER は 1 に近づいたことから輸送能が阻害されたことが示唆された。以上の結果より、継
代を重ねた腸管幹細胞から分化した腸管上皮細胞においても P-gp 及び BCRP の輸送活性能を有しており、排出トランス
ポーターの評価が可能であることが示唆された。 
第 2章 ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞の粘膜障害作用及び保護作用評価への利用 
１．ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞の MUC2 の発現量評価 
ヒト iPS 細胞から分化させた腸管上皮細胞における MUC2 の mRNA 発現量を評価した。その結果、腸管上皮細胞における
MUC2 の発現量はヒト小腸と同程度であった。一方、Caco-2 細胞における MUC2 の発現量はヒト小腸の 100 分の 1 以下で
あった。以上の結果より、腸管上皮細胞は十分な MUC2 の発現量を有していることが確認された。 
２．NSAIDs 及び MPAs の MUC2 の mRNA 発現量に与える影響 
 腸管上皮細胞の培地に NSAIDs（インドメタシン、ケトプロフェン、メロキシカム）、MPAs（レバミピド、イルソグラ
ジン）又は両薬物（インドメタシン＋レバミピド）を添加し、6日間培養後、MUC2 の mRNA 発現量を評価した。その結果、
NSAIDs 添加群ではコントロール群（媒体を添加）と比較して MUC2 の発現量が減少し、MPAs 添加群では MUC2 の発現量が
上昇した。また、両薬物を添加した群では MUC2 の発現量が低下した。 
３．インドメタシン及びレバミピドの MUC2 のタンパク発現量に与える影響 
腸管上皮細胞の培地にインドメタシン、レバミピド又は両薬物を添加し、6日間培養した細胞を用いて免疫蛍光染色を
行い、MUC2 陽性細胞率を評価した。その結果、コントロール群と比較してレバミピド添加群では約 1.6 倍の陽性細胞率
の上昇が認められた。一方で、インドメタシン添加群では、その 2分の 1以下に減少した。また、両薬物を添加した群に
おいても 2分の 1以下の減少が認められた。この結果は、mRNA 発現量の増減と一致した。ラットを用いた in vivo 試験
おいて NSAIDs による腸管粘膜での MUC2 発現量の減少が MPAs により抑制される結果が報告されているが、本検討ではイ
ンドメタシンによる MUC2 発現量の減少に対するレバミピドの抑制作用は認められなかった。 
４．NSAIDs 及び MPAs の COX-2 及びサイトカイン発現量に与える影響 
 Cyclooxygenase（COX）-2 は炎症時に誘導されることが知られている生理活性酵素である。また、MUC2 の発現は様々
なサイトカインによって制御されていることが報告されている。そこで、腸管上皮細胞にインドメタシン、レバミピド、







ラットを用いた in vivo 試験において、NSAIDs による粘膜障害時に COX-2 発現量が上昇することが報告されており、
本検討にいてもこれまでの報告に合致した結果を得ることができた。MUC2 の発現量の増減については、IL-1β、NF-κB
及び TNF-αが影響を与えている可能性が考えられた。  
５．NSAIDs 及び MPAs の Pappに与える影響 
Transwell 上に播種した腸管上皮細胞にインドメタシン、レバミピド又は両薬物を 6日間添加し、細胞間隙透過性のマ














本研究では、ヒト iPS 細胞から分化させた腸管幹細胞の培養方法とヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞の粘膜傷害作用及
び保護作用を評価するモデル細胞としての有用性について検討を行い、以下のことを明らかとした。 
1. 生体における腸管幹細胞ニッチ因子とそれらを維持又は増強する因子を用いることで、一定の期間、ヒト iPS 細胞
由来腸管幹細胞の幹細胞性を維持したまま、二次元での培養が可能な方法を確立した。 
2. 維持培養した腸管幹細胞から分化させた腸管上皮細胞は CYP3A4 及び P-gp 誘導能、CYP3A4 代謝活性、P-gp 及び BCRP
の輸送活性を有しており、確立した方法は腸管幹細胞の分化能を維持させたまま培養可能な方法であることを明らかと
した。 
3. ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞における MUC2 の発現量はヒト小腸細胞と同等であり、NSAIDs により MUC2 の発現量
は低下し、MPAs により上昇することが明らかとなった。また、インドメタシンによる膜透過性の増加をレバミピドが抑
制する作用が確認され、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞はこれまで報告されている薬物動態評価系としての利用だけで
なく、薬物による粘膜傷害や粘膜保護を評価･解析できる系であることが明らかになった。 
医薬品開発でヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞を用いる場合、高品質且つ均質な細胞を安定的に供給する必要がある。本
研究において腸管上皮細胞の前段階である腸管幹細胞を維持培養することが可能となったことで、この課題が解決され
る可能性が示された。また、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞は、薬物代謝酵素及び薬物輸送体の誘導能と活性を有するこ
とから、これらの因子を同時に評価できるモデル細胞として非常に有用であることが示された。さらに、粘膜傷害作用及
び粘膜保護作用を評価するモデル細胞としても有用であることが示唆され、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞は、医薬品開
発における薬物動態評価への利用のみならず、薬理評価や毒性評価等への利用も期待される。 
上記の研究は、ヒト iPS 細胞由来腸管幹細胞の維持培養方法を確立し、さらに、腸管上皮細胞の粘膜障害作用及び保護
作用評価への利用方法を見出したものとして価値ある業績と認める。よって本研究者は、博士（薬科学）の学位を得る資
格があると認める。 
